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Zusammenfassung: Mit der präparativen Polyacrylamidgelelektrophorese wurden aus menschlichen Magenschleim-
hautextrakten Komponenten der immunchemisch verschiedenen Pepsinogengruppen I, II und des Magenschleimhaut-
cathepsins gewonnen. Die Immunisierung von Schafen und Kaninchen ergab spezifische Immunseren, die gegen die
drei verschiedenen Systeme der Magenschleimhautproteasen gerichtet waren.
Isolation of components ofpepsinogensl, II and mucosal cathepsin of lutman gastric mucosa by preparative poly·
acrylamide gel electrophoresis, and the preparation of specific antisera
Summary: Components of pepsinogens I, II and mucosal cathepsin from human gastric mucosa were purified from
gastric extracts by preparative polyacrylamide gel electrophoresis. Specific antisera directed against three different
systems of gastric proteases were raised by immunization of sheep and rabbits.
Einführung
Mit der von Uriel (l) konzipiert en Agargelenzymelektro-
phorese (Enzymelektrophorese) haben wir vier elektro-
phoretisch unterscheidbare Magenschleimhautproteasen
identifiziert (2). Aufgrund ihrer immunogenen und anti-
genen Eigenschaften konnten wir diese Proteasen in drei
immunchemisch unterscheidbare Gruppen einordnen (3).
Die beiden ersten Gruppen mit der größten elektrophore-
tischen Mobilität erwiesen sich als Pepsinogene (4). Die
dritte, langsam wandernde Proteasengruppe unterschied
sich von den Pepsinogenen durch ihre besondere Stabilität
im neutralen und alkalischen Milieu nach vorhergehender
Säureaktivierung (4). Von HirscfaMarie wurde in zähl-
reichen Untersuchungen innerhalb des gleichen metho-
dischen Bezugsystems bewiesen, daß es sich bei diesen
Pepsinogenen um Proenzyme der im Magensaft nachweis-
baren Pepsine handelt (5, 6).
Durch methodische Verbesserungen der Enzymelektro-
phorese gelang Samloff (7) die weitere Differenzierung
und Charakterisierung der Magenschleimhautproteasen
(8). Die von Samloff vorgeschlagene Klassifikation der
Magenschleimhautproteasen unterscheidet zwei immuno-
logisch differente Pepsinogengruppen und eine in der
Enzyinelektrophorese langsam wandernde Protease („slow
migrating protease"), die sich von den Pepsinogenen
durch ihre Alkalistabilität unterscheidet (8). Die Pepsino-
gengruppe I zeigt die größte elektrophoretische Mobilität
und besteht aus deutlich unterscheidbaren Enzymbanden
1—5. Die Pepsinogengruppe II wandert langsamer als die
Pepsinogengruppe I und besteht aus den Enzymbanden
6 und 7.
Whitecross et al. (9) und Mangla et al. (10) konnten
durch weitere methodische Modifikationen der Enzym-
elektrophorese bis zu elf verschiedene Banden mit pro-
teolytischer Aktivität beschreiben.
Die Isolierung von immunchemisch homogenen Pep-
sinogengruppen I bzw. II wurde bisher noch nicht berich-
tet. In der vorliegenden Arbeit wurde versucht, mit der
präparativen Polyacrylamidgelelektrophorese einzelne
Komponenten der beiden Pepsinogengruppen sowie der
langsam wandernden Proteasen aus menschlichen Magen-
schleimhautextrakten zu isolieren. Gegen diese iso-
lierten Proteasen wurden spezifische Antiseren herge-
stellt. Damit waren die Voraussetzungen für die Reinigung
von menschlichen Pepsinogenen und Magenschleimhaut-
proteasen nach immunchemischen Gesichtspunkten
durch Immunadsorptionstechniken geschaffen (l 1).
*) Mit Unterstützung der Deutschen Forschungsgemeinschaft.
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Material und Methoden
Material
Giirurgische Resektionspräparate wurden nach Entnahme von
Proben zur histologischen Beurteilung tiefgefroren und bis zur
weiteren Verarbeitung und Extraktion bei - 20°C aufbewahrt.
Die Extraktion erfolgte mit physiologischem Puffer (10 mmol/1
Natriumphosphat pH 7,2; 150 mmol/1 Natriumchlorid). Das
Verhältnis von Gewebe zu physiologischem Puffer betrug
1:3 (vol/vol). Das mit dem Ultraturrax (Type TP 18-10,
JANKE und KUNKEL KG, Staufen i. Br., Deutschland) homo-
genisierte Gewebe wurde bei 75 000g- 30 min zentrifugiert.
Der zur Isolierung der Proteasen verwendete Überstand hatte
eine Proteinkonzentration von 10-20 g/l.
Immunologische Geldiffusionsmethoden
Die immunelektrophoretischen Analysen und diezweidimen-
sionale Geldiffusion nach Ouchterlony wurden in Agarose
(10 g/l, SERVA, Heidelberg) und in Natrium-Veronalpuffer
(0,05 mol/1, pH 8,2) in dem UGI-System (DESAGA, Heidel-
berg) nach früheren Angaben (12) durchgeführt. Zum Nachweis
proteolytischer Aktivitäten in den Immunpräzipitaten wurde
die ursprünglich beschriebene Methode (3) wie folgt abgeändert:
Die gewaschenen Gelplatten wurden zunächst während einer
Stunde in neutraler Lösung von Hämoglobin vom Rind (6 g/l
dest. Wasser) getränkt. Nach Abgießen der Lösung wurde die
Gelplatte während 20 min in einer Lösung von 6 g/l Hämoglobin
in 0,1 mol/1 HClbei pH 1,2 aktiviert und inkubiert. Anschließend
wurden die Platten in Trichloressigsäure fixiert, unter Filterpapier
getrocknet und mit Amidoschwarz angefärbt. Proteoly tische
Aktivitäten stellten sich als transparente Aussparungen auf
blauem Untergrund dar.
Radiale Geldiffusion
Sie erfolgte nach den Angaben von Mancini et al. (l 3) in Agarose-
Veronalpuffer (10 g/l Agarose). Das Verhältnis der Agarose zu den
Antiseren betrug 1:9 bzw. 1:19. Es wurden jeweils Probenmengen
von 5 aufgetragen. Die Auswertung erfolgte nach Abschluß der
Diffusion. Zur Erstellung von Bezugspunkten wurden arbiträre
Standardproben von Magenextrakten bzw. des jeweiligen Aus-
gangsmaterials verwendet.
Agarose-Enzym-Elektrophorese
Die Durchführung erfolgte im Prinzip nach Samloff(S) unter
Einbeziehung von mehreren Modifikationen. Agarose (20 g/l)
wurde auf Glasplatten von 8 X 16,5 cm und 16,5 X 16,5 cm
mit Hilfe eines l mm starken Kunststoffrahmens und einer
aufgelegten zweiten Glasplatte in einer l mm dicken Schicht
aufgegossen. Nach Verfestigung des Gels wurde die obere Glas-
platte vorsichtig abgezogen. Am kathodischen Ende wurden
Auftrennreservoire von 0,1 X 1,0 cm ausgestanzt. Als Gelpuffer
wurde Tris-Glycin-Puffer (0,1 mol/1; pH 8,3) und als Trenn-
puffer Tris-Glycin-Puffer (0,065 mol/1; pH 8,2) verwendet.
Die Verbindung zu den Puffertrögen wurde mit Filterkarton her-
gestellt. Die Auftrennung erfolgte bei 800 Volt (20 mA/Platte)
während 15-20 Minuten. Die Kühlung erfolgte durch fließendes
Leitungswasser. Die elektrophoretische Auftrennung wurde durch
ein Farbstoffgemisch von Bromphenolblau-Albumin und Cyano-
cobalamin kontrolliert (14). Die Proben wurden direkt in die
Auftrennungsreservoire nach vorhergehender Dialyse gegen den
Trennpuffer eingefüllt. Bei optimaler Auftrennung betrugen die
Entfernungen der Färb sub stanzen von der Auftragsstelle anoden-
wärts: Albumin-Bromphenolblau = 6,2 cm, nicht gebundenes
Bromphenolblau = 11 cm. Nach der Auftrennung wurde die Gel-
platte in Hämoglobin (vom Rind, 6 g/l) mit 0,1 mol/1 HC1 auf
pH 1,2 eingestellt, während 10 Minuten inkubiert und nach Ab-
guß des Substrates in einer feuchten Kammer bei Raumtempera-
tur während 10 Minuten nach inkubiert. Anschließend wurde die
Platte in Trichloressigsäure (50 g/l) fixiert, unter Filterpapier
getrocknet und mit Amidoschwarz gefärbt.
PräparativePolyacrylamid-Gel-Elektrophorese
Es wurde das Verfahren nach Allen (15) mit diskontinuierlichen
Voltgradienten verwendet. Als Trenneinheit wurde die UGI und
eine von uns modifizierte Trennkammer zur horizontalen Auf-
trennung benützt. Die Kammer bestand aus Polyvinylchlorid, der
Boden und die Deckplatten waren aus Hartglas gefertigt. Die Di-
mensionen für das Gel betrugen 9 X 12 cm mit auswechselbarem
Rahmen aus Polyvinylchlorid für Geldicken von 0,5 cm. Die
Trennstrecke betrug insgesamt 12 cm. Das Gel wurde über verti-
kale Verbindungströge bis zu den Pufferbehältern durchgegossen.
Die Präparation des Gels erfolgte im Prinzip nach Allen (16). In
der anodischen Pufferbrücke und in dem 7,5 cm langen Trenn-
bereich wurde 15% Gel verwendet. Die Länge des Sammelgels
(3,5%) betrug 1,0 cm. In der anodischen Brücke befand sich 5%
Gel. Zur Herstellung des Gels wurde ein Tris-Puffcr von pH 9,0
mit 4,5 mmol/1 im Sammelgel und 30 mmol/1 im Trenngel ver-
wendet. Als Elektrodenpuffer und für den kathodischen
Brückengel benützten wir Tris-Boratpuffer (62 mmol/l; pH 9,0).
Die Probe (2-4 ml) mit einem Proteingehalt von 10-80 mg wurde
unter dem Brückengel durch Unterschichtung aufgebracht. Seit-
lich wurde zur fortlaufenden Kontrolle im Gel Bromphenolblau
markiertes Albumin eingefüllt. Die Spannung wurde während der
ersten 15 Minuten von 80 Volt kontinuierlich auf 400 Volt
Trennspannung gesteigert. Die weitere Auftrennung erfolgte
während 60 Minuten bei 400 Volt unter fortlaufender Kühlung
durch Leitungswasser. Nach optimaler Auftrennung betrug die
Entfernung des freien Farbstoffes anodenwärts 7,5 cm. Ein seit-
licher Streifen von 1,5 cm Breite wurde zur Kontrolle mit Tri-
chloressigsäure (l00 g/l) fixiert und mit Coomassie R 250
(SERVA, Heidelberg) angefärbt. Das Gel wurde auf einen spe-
ziell angefertigten, in 25 Segmenten unterteilten Schneidetisch
aufgelegt und mit einem Stahldraht in 25 Streifen zu je 3 mm
Trennlänge geschnitten. Die Gelstreifen wurden zweimal bei
- 20°C gefroren, aufgetaut und anschließend mit einem Spatel
homogenisiert. Elution, Dialyse und Konzentration des Eluates
erfolgten über Glasfritten mit einem UnterdruckrKonzentrier-
topf (DESAGA, Heidelberg) mit Hilfe von Visking-D ialysier-
schläuchen innerhalb eines Arbeitsganges. Die einzelnen Gel-
streifen wurden jeweils mit 100 ml physiologischem Puffer
(s. Material") während 35 Stunden eluiert und das Eluat auf
2—4 ml konzentriert. Zur weiteren Untersuchung wurden die
Eluate der einzelnen Gelstreifen einer Auftrennung auf gleiche
Volumen eingestellt.
Zweidimensionale Immunelektrophorese
Die Durchführung erfolgte nach Laurell (17). Magenextrakt
(10 g/l) wurde analog zur Enzymgel-Elektrophorese in Dünn-
schichtgel aufgetrennt. Nach der elektrophoretischen Auf-
trennung wurde ein Gelstreifen entfernt und an Agarosegel
(20 g/l) von gleicher Länge und 5 cm Breite angelegt. Diese Gel-
schicht enthielt 9 Teile Agarose und l Teil Antiserum, das gegen
die Pepsinogengruppe I bzw. II gerichtet war. Die elektropho-
retische Auftrennung in der zweiten Dimension erfolgte bei
60 Volt während 4 Stunden. Eine simultane Auftrennung des
gleichen Magenextraktes diente der Darstellung der proteo-
lytischen Aktivitäten in der Enzymelektrophorese.
Proteinbestimmung
Es wurde die modifizierte Fo///2-Methode nach Lowry et aL ver-
wendet (18).
Enzymatische Bestimmung der proteoly tischen Aktivität
Es wurde die modifizierte Methode nzchAnson verwendet (19),
Die Pepsinaktivitäten wurden in Internationalen Einheiten (IÜ)
angegeben. Definitionsgemäß ist eine IU die l Tyrosin
äquivalente Menge an säurelöslichen Produkten der enzyma-
tischen Hydrolyse.
Analytische Polyaerylamid-Gel-Elektrophorese
Es wurde das Verfahren nach Allen (15) mit diskontinuier-
lichem Spannungsgradienten verwendet. Diskontinuierliche
Gelgradienten wurden mit dem Gelsystem 2 (16) von 3fc
(1,0 cm), 6% (0,5 cm), 8% (1,0 cm), 12% (5,0 cm) gegossen.
Fixierung und Entfärbung erfolgten mit Trichloressigsäure und
Coomassie R 250.
Herstellung von Immunseren
Isolierte Proteasefraktionen wurden mit kompletten Freund"sehen
Adjuvans (Difco) emulgiert. Kaninchen wurden nach einem be-
währten Schema (12) animmunisiert und in etwa 20tägigen Ab-
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ständen während 3-5 Monaten nachimmunisiert. Pro Kaninchen
und Immunisierung wurden 100 ̂ g Protein verwendet. Schafe
wurden mit dem gleichen Material subcutan animmunisiert und in
4\vöchigen Abständen insgesamt 3-6 mal intramuskulär nach-
immunisicrt. Pro Immunisierung wurden jeweils 100 Mg Protein
pro Schaf verwendet.
A usgangsmaterial
Zur Auftrennung von Pcpsinogcngruppe I und Pepsinogengruppe
II wurden übcnvicgend Schlcimhautextraktc aus dem Corpus-
bereich verwendet, die die wichtigsten Komponenten der beiden
Pepsinogcngruppen I und II enthielten. Der zur Isolierung der
langsam-wandernden Protease erforderliche Magencxtrakt wurde
wie folgt von der Auftrennung behandelt: 10 Volumen eines
Magenschleimhautextraktes wurden mit l Volumen l,0mol/l
HC1 während einer Stunde bei Raumtemperatur inkubicrt und
anschließend bei 74 000 £ 30 Minuten zentrifugiert. Das Präzi-
pitat wurde verworfen, der Überstand wurde mit 1,0 mol/l NaOH
auf pH 7,0 eingestellt und anschließend durch Ultrafiltration auf
eine Proteirüconzentration von 45 g/l gebracht. Sämtliche Magen-
extrakte wurden vor der Auftrennung gegen den Trennpuffer dia-
lysiert.
Ergebnisse
Pepsinogengruppe I und II
Die Auftrennung von Magenextrakten von 40 mg Pro-
tein mit der präparativen Polyacrylamid-Gel-Elektropho-
rese ergab elf Proteinfraktionen mit einem unterschied-
lichen Protein- und Proteasengehalt (Tab. 1). Die Unter-
suchung der einzelnen Fraktionen mit der analytischen
Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese zeigte Proteinbanden
unterschiedlicher Mobilität (Abb. 1). Proteolytische Akti-
vitäten wurden in vier Fraktionen nachgewiesen (Tab. 1).
Diese proteolytischen Aktivitäten zeigten in der Enzym-
elektrophorese unterschiedliche Verteilüngsmuster
(Abb. 2a). Insgesamt konnten wir in der Enzymelektro-
phorese mindestens acht proteolytische Banden unter-
schiedlicher Mobilität unterscheiden. Die Banden l —5
mit der größten elektrophoretischen Mobilität gehörten
zur Pepsinogengruppe I, während die Banden 6, 7 und 8
der Pepsinogengruppe II zugeordnet wurden. Eine deut-
liche Trennung der beiden Pepsinogengruppen erfolgte
lediglich in der anodischen Fraktion Nr. 11 mit der
größten elektrophoretischen Mobilität (Abb. 2a). In den
drei anderen Fraktionen mit proteolytischer Aktivität
beobachteten wir ein Überlappen der beiden Pepsinogen-
systeme(Abb. 2a, Tab. 1).
Bei der Verwendung eines geringeren Auftrags von 24 mg
Protein wurde ein besseres Trennergebnis erzielt. Hier
konnten bei den langsam wandernden Fraktionen die
Pepsinogengruppe II von der Pepsinogengruppe I abge-
trennt werden (Abb. 2b). Die Ausbeute reiner Pepsino-
gengruppen betrug pro Auftrennung 0,5 mg Protein.
Langsam wandernde Protease
Durch die Ansäuerung und Neutralisierung der Magen-
extrakte konnten wir in der Enzymelektrophorese die
Inaktivierung der Pepsinogengruppe l beobachten, wäh-
rend im Bereich der Pepsinogengruppe II eine Bande noch
deutliche proteolytische Aktivitäten aufwies (Abb. 3). In
der quantitativen Geldiffusion war in dem angesäuerten
Material die Pepsinogengruppe I nicht mehr nachweisbar,
während die Pepsinogengruppe II bzw. ihre aktivierten
Komponenten eine deutliche Zunahme der immuno-
logisch meßbaren Konzentration im Vergleich zu dem
Ausgangsmate rial aufwiesen. Nach der präparativen Poly-
acrylamid-Gel-Elektrophorese (Auftrag von 22 mg Pro-
tein) war die langsam wandernde Protease in vier Frak-
tionen nachweisbar. In vier weiteren, der Anode zu ge-
legenen Fraktionen, waren noch schwache proteolytische
Aktivitäten und relativ hohe immunologische Aktivitäten
der Pepsinogengruppe II vorhanden (Tab. 1). Nach einer
erneuten Auftrennung der langsam wandernde Protease
enthaltenden Fraktionen (Auftrag von l ,3 mg Protein)
konnte eine noch bessere Abtrennung von immunologisch
nachweisbaren Komponenten der Pepsinogengruppe II
beobachtet werden. Reines Material der langsam wan-
dernden Protease ergab eine Ausbeute von 0,9 mg pro
Auftrennung und zeigte in der Enzymelektrophorese
2—3 Banden proteolytischer Aktivität (Abb. 3).
Tab. 1. Präparative Auftrennung von Magenextrakten in der Polyacrylamid^Gel-Elektrophorese. Die einzelnen Gelstreifen wurden
eluiert, das Eluat wurde auf gleiches Volumen eingestellt. Die Fraktion l (Kathode) hat die langsamste, die Fraktion 16
(Anode) ergibt die größte elektrophoretische Mobilität. In den einzelnen Fraktionen werden der Proteingehalt, die proteo-
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h relative Konzentration bestimmt mit der radialen Geldiffusion
SMP = Reine Fraktion der langsam wandernden Magenschieimhautprotease.
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F 11 10 9 8 7 6 1
Abb. 1. Elektrophorese in Polyacrylamidgel von isolierten Fraktionen (F) aus Magenschleimhautextrakten. Komponenten der Pepsino-
gengruppe I sind in FH nachweisbar, Komponenten der Pepsinogengruppe I bzw. II in den übrigen Fraktionen (F8_io)· Ver-
gleiche hierzu Abb. 2a.
SMP
F 8 9 10 11 M
A-bb. 2. Agargelenzymelektrophorese isolierter Fraktionen (F) aus Magenschieimhautextrakt.
Abb. 2a. Präparation l (Auftrag von 40 mg Protein). M = Magenextrakt, typisches Verteilungsmuster der proteoiytischen Aktivitäten.
F = isolierte Fraktionen. Komponenten der Pepsinogengruppe I in FJJ , Komponenten der Pepsinogengruppe I und II in
£8,9,10· SMP = Reine Fraktion der langsam wandernden Magenschleimhautpro tease. Pg = Pepsinogengruppe I,
Pg II = Pepsinogengruppe II.
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8 10 11
Abb. 2b. Präparation 2 «Auf t rap von 20 mp Protein». Komponenten der Pcpsinopengruppc l in FI 1,10,9· Komponenten der iVpsinogcn-
gruppc II in I>, Komponenten heider Gruppen in !-H. In dieser Auftrcnnum.· sind n ich t alle Randen der Pepxino^engruppe l
nachweisbar.
M M1 SMP
Abb. 3. Agargelenzymelektrophorese isolierter Fraktionen aus
angesäuertem und neutralisiertem Magenextrakt.
M = Ausgangsmaterial. M' = Magenexirakt nach
Ansäuerung und Neutralisierung. SMP = Reine Frak-
tion der langsam wandernden Magenschleimhautpro-
tease.
Pgl PgH
Abb. 4. Elektrophoretische Darstellung der zur Immunisierung
verwendeten Komponenten der Pepsinogengruppe I
(Pg I) und der Pepsinogengruppe II (Pg JI).
Herstellung von Antueren
Die zur Immunisierung verwendeten Proteinfraktionen
der Pepsinogengruppe I bzw. II werden in Abbildung 4
dargestellt. Die zur Immunisierung verwendete langsame
Protease wird in Abbildung 3 gezeigt. Die Immunisierung
von einem Schaf und 3 Kaninchen mit den isolierten
Komponenten der Pepsinogengruppe I führte zu Anti-
seren, die in der Geldiffusion und in der Immunelektro-
phorese jeweils nur eine Präzipitationslinie gegen Magen-
totalextrakte ergaben (Abb. 5 a). Antikörper gegen Serum-
proteine waren nicht nachweisbar. Die Immunisierung
von einem Schaf und vier Kaninchen mit den isolierten
Komponenten der Pepsinogengruppe II ergab Antiseren,
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die in der Geldiffusion und in der Immunoelektrophorese
die typische Präzipitationslinie gegen die Pepsinogen-
gruppe II zeigten (Abb. 5 a). Bei zwei Kaninchen waren
noch in Spuren Antikörper gegen Serumalbumin vor-
handen. Zwei Kaninchen wurden mit der langsam
wandernden Protease immunisiert. Auch hier zeigten die
Antikörper spezifische Präzipitationslinien gegen die
langsam wandernde Protease in Magentotalextrakten. Wie
in früheren Untersuchungen war diese Präzipitationslinie
sehr schwach ausgeprägt (Abb. 5 a). In der zweidimen-
sionalen Immunelektrophorese konnten wir unter der
Verwendung der beiden monospezifischen Antiseren die
immunchemische Heterogenität der Pepsinogengruppe I
und II demonstrieren (Abb. 5b).
Diskussion
Aufgrund der bisherigen Untersuchungen hat sich gezeigt,
daß die menschlichen Pepsinogene zwei unterschiedlichen
Systemen zugeordnet werden können. Hierfür sprechen
immunchemische Unterschiede (4, 20, 21, 22), unter-
schiedliche elektrophoretische Verteilungsmuster (8),
unterschiedliche topographische Verteilung der die beiden
Gruppen sezernierenden Zellen der Magenschleimhaut
(23, 24) sowie Unterschiede in der renalen Sekretions-
fähigkeit für Pepsinogen I und II (20). Die beiden
Pepsinogensysteme sind mikroheterogen, d. h. sie be-
stehen aus chromatographisch und elektrophoretisch
unterscheidbaren Komponenten (4, 8, 20, 25, 26, 27,
28, 29), ähnlich der Isoenzyme. Die verschiedenen
Komponenten lassen sieh am besten in der Enzym-
elektrophorese darstellen.
Ein drittes, immunchemisch definierbares und elektro-
phoretisch langsam wanderndes System von Proteasen
der menschlichen Magenschleimhaut wurde in dem
elektrophoretischen Bereich von Albumin nachgewiesen
(3, 4). Es unterscheidet sich von den beiden Pepsinogen-
gruppen durch seine geringe Konzentration in den Magen-
schleimhautextrakten, durch seine deutliche elektropho-
retische Absetzung von der Pepsinogengruppe II und
durch seine Stabilität in neutralem und alkalischem Mi-
lieu nach erfolgter Säureaktivierung (4, 8).
Mit der präparativen Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese
konnten wir in einer Gelkonzentration von 15% die
Proteasen von zahlreichen in den Magenschleimhaut-
extrakten vorhandenen Organ- und Plasmaproteinen ab-
trennen. Dies wurde durch die relativ große elektropho-
retische Mobilität der Pepsinogengruppe I und Pepsino-
gengruppe II sowie durch deren relativ geringes Molekular-
gewicht ermöglicht. Die Ausbeute pro Auftrennung war
mit 0,5^0,9 mg sehr gering, reichte jedoch zur Herstel-




Abb. 5. Nachweis monospezifischer Antiseren gegen die Pepsino-
gengruppen I und II.
Abb. 5 a. Immunelektrophoretische Auftrennüng von Magen-
totalextrakt (M).
I = Antikörper gegen Pepsinogengruppe I
II = Antikörper gegen Pepsinogengruppe II
III = Antikörper gegen langsam wandernde Magen-
schleimhautproteasen.
Abb. 5b. Zweidimensionale Immunelektrophorese.
Unten: Simultane Darstellung der Pepsinogengruppen I
und II, enthalten in Magenextrakt mit Hilfe der Enzym-
clektrophorese. Es sind nicht alle Komponenten der
Pepsinogengruppe I vorhanden.
Oben: Immunelektrophoretische Auftrennung. Im Gel
ein Gemisch von mono spezifischen Antiseren, gerichtet
gegen die Pepsinogengruppen I und II.
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ist hierbei zu berücksichtigen, daß der Arbeitsaufwand
im Vergleich zu der relativen Reinheit der einzelnen Pep-
sinogenkomponenten gering war.
In den einzelnen Unterfraktionen nach präparativer Poly-
acrylamid-Gel-Elektrophorese konnten alle in dem Aus-
gangsmaterial nachweisbaren Komponenten der Pepsino·
gengruppen I und II wiedergefunden werden. In den ein-
zelnen Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese-Fraktionen
war die Auftrennung in der Enzymelektrophorese sogar
wesentlich besser als im Ausgangsmaterial. So zeigte sich
deutlich, daß die Pepsinogengruppen I und II in der
Enzymelektrophorese mindestens aus insgesamt acht
Komponenten bestehen. Die ersten fünf anodenwärts
gelegenen Komponenten (Banden 1—5) entsprechen der
von Samloff beschriebenen Pepsinogengruppe I. In der
zweidimensionalen Elektrophorese konnten wir zeigen,
daß die erste rasch anodisch wandernde Bande ebenfalls
zu dem immunchemisch definierbaren System der Pep-
sinogengruppe I gehört.
In der elektrophoretisch definierbaren Pepsinogengruppe
II fanden wir eine dritte Komponente. Aus laufenden
Untersuchungen geht allerdings hervor, daß die Zahl der
in der Pepsinogengruppe II vorhandenen Komponenten
noch größer sein dürfte. Trotz der relativ scharf tren-
nenden Polyaciylamid-Gel-Elektrophorese war es uns
nicht möglich gewesen, alle Komponenten der Pepsino-
gengruppe II von jenen der Pepsinogengruppe I zu
trennen. Wir nehmen an, daß die Komponenten mitt-
lerer elektrophoretischer Mobilität, d. h. die Banden 4
und 5 (Pepsinogengruppe I) und 6 und 7 (Pepsinogen-
gruppe II) nahezu identische elektrische Ladungen
besitzen und derart zu einer Überlappung fuhren. Diese
Beobachtung erklärt auch die Erfolglosigkeit bisheriger
Versuche, beide immunchemisch differente Systeme mit
a l l en Komponenten aus Magenextrakten zu isolieren.
Die von uns isolierten Teilkomponenten der Pepsinogen-
gruppe I und II erwiesen sich jedoch aufgrund ihrer
imrnunchemischen Identität als ausreichend immunogen,
um hochspezifische Antiseren gegen die Gesamtheit der
Pepsinogengruppe I bzw. Pepsinogengruppe II zu gewin-
nen. Dies zeigte sich deutlich in der zweidimensionalen
Immunelektrophorese.
Durch die Ansäuerung mit nachfolgender Alkalisierung
der Magenextrakte wurde die Pepsinogengruppe I bzw.
ihre aktive Komponente Pepsin I inaktiviert. Dagegen
wurde wider Erwarten die Pepsinogengruppe II bzw.
Pepsin II nur teilweise inaktiviert, denn in einer elektro-
phoretischen Zone waren noch proteolytische Aktivi-
täten vorhanden. In der Geldiffusion waren noch
immunoreaktive Bestandteile der Pepsinogengruppe II
in der Geldiffusion nachzuweisen. Aufgrund dieser
Beobachtung nehmen wir an, daß zwischen der Pepsino-
gengruppe I und der Pepsinogengruppe II auch Unter-
schiede hinsichtlich der Alkaliinaktivierung bestehen.
Die quantitativ-immunologische Bestimmung der Be-
standteile der Pepsinogengruppe II nach Inaktivierung
ergab wesentlich höhere Werte als in dem Ausgangs-
material. Desgleichen waren auch in den Fraktionen der
präparativen Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese wesent-
lich höhere immunologisch faßbare Konzentrationen
als enzymatische Aktivitäten nachzuweisen. Dieses
paradoxe Phänomen läßt sich am besten durch das
Auftreten von immunchemisch aktiven Spaltprodukten
oder aber durch unterschiedliche Diffusionseigen-
schaften der aktivierten Pepsinogengruppe II erklären.
Die langsam wandernde Magenprotease wandert zusam-
men mit Albumin und weiteren Organ- bzw. Serum-
proteinen in einem umschriebenen elektrophoretischen
Bereich, so daß eine Isolierung aus nativen Organ-
extrakten mit den klassischen Techniken nur schwer
vorstellbar ist. Da die langsam wandernde Protease jedoch
gegenüber der proteolytischen Wirkung der Pepsinogen-
gruppe I bzw. II resistent und dazu noch alkalisch stabil
ist, haben wir die Magenextrakte durch Ansäuerung einer
Eigenverdauung und die Pepsine durch Alkalisierung
einer Denaturierung unterzogen. Bereits nach einer Auf-
trennung mit präparativer Polyacrylamid-Gel-Elektro-
phorese war es möglich, die langsam wandernde Protease
von den noch immunreaktiven Bestandteilen der Pepsino-
gengruppe II zu trennen. Die nach einer zweiten Auf-
trennung isolierte langsam wandernde Protease ergab in
der Enzymelektrophorese zwei bis drei Komponenten mit
proteolytischer Aktivität. Diese elektrophoretische Hete-
rogenität der langsam wandernden Protease entspricht
den Beobachtungen von Mangla et al. (30), der kürzlich
diese Proteasen als Cathepsin identifizierte.
In der vorliegenden Untersuchung haben wir mit der in
ihrer Trennschärfe unübertroffenen Methode der Poly-
acrylamid-Gel-Elektrophorese gezeigt, daß es nicht mög-
lich ist, mit den klassischen Trennverfahren die mensch-
lichen Pepsinogengruppen I und II mit allen ihren Kom-
ponenten voneinander zu trennen. Dennoch war es mög-
lich, durch die Isolierung von Teilkomponenten gruppen-
spezifische Immunseren zu gewinnen.
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